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論 文 内 容 要 旨
Prostaglandin(PG)は 微 量 で 非 常 に 多 彩 な 生 理 活 性 を 示 す オ ー タ コ イ ドの 一 つ で あ り,主 に マ イ ク ロ フ ァ
ー ジ か ら 産 生 さ れ るPGE
2は 炎 症,血 管 新 生,骨 吸 収 な ど に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。
Arachidonicacid(AA)は,主 に 細 胞 膜 リ ン脂 質 の2位 の 炭 素 に エ ス テ ル 結 合 し て お り,phospholipaseA2
(PLA2)が 作 用 す る こ と に よ り リ ン脂 質 か ら遊 離 す る 。PLA2は 細 胞 質 型PLA2や 分 泌 型PLA2な ど 数 種 の 分 子
群 か ら成 る 酵 素 で あ り,刺 激 の 違 い に よ り関 与 す る酵 素 分 子 が 異 な る こ ど が 示 唆 さ れ て い る 。
Cyclooxygenase(COX)は 細 胞 膜 リ ン 脂 質 か ら遊 離 し たAAか らPGG2を 介 し てPGH2に 変 換 す る 酵 素 で,
cox-1及 びcox-2の2種 類 のisofo㎜ が あ る 。cox-1は ほ と ん ど全 て の 種 類 の 細 胞 に 恒 常 的 に 発 現 し,そ
れ に よ っ て 産 生 さ れ る 各 種PGは 細 胞 のhousekeepingに 関 与 し て い る と考 え ら れ て い る 。 こ れ に 対 し て
COX-2は,血 清,proinnammatorycytokine,bacteriallipopolysaccharideあ る い はproteinkinaseCの 活 性 化 薬
で あ る12-0-tetradecanoylphorbol13-acetate(TPA)な ど の 刺 激 に よ りマ イ ク ロ フ ァ ー ジ,線 維 芽 細 胞,あ る
い は 炎 症 誘 発 部 位 な ど で 誘 導 さ れ,そ れ に よ っ て 各 種 のPGやthromboxaneな ど のprostanoidsの 産 生 が 上 昇
す る 。Non-steroidalanti-i㎡lammatorydrugs(NSAIDs)で あ るaspirinやindomethacinは,COX-1とCOX-2の 両
方 を 非 特 異 的 に 抑 制 す る 。 こ の よ う な 非 特 異 的 なCOX-1/COX-2阻 害 薬 は,胃 や 腎 に 副 作 用 を誘 発 す る が,
こ れ はhousekeepinggeneproductで あ るCOX-1の 阻 害 に よ る も の と考 え ら れ て い る 。 従 っ て,COX-1活 性
を 阻 害 し な い でCOX-2活 性 の み を 選 択 的 に 阻 害 す る 薬 物 は,従 来 の 非 ス テ ロ イ ド抗 炎 症 薬 に 比 べ て 副 作
用 の 少 な い 抗 炎 症 薬 に な る と考 え ら れ る 。 し か し,COX阻 害 薬 に よ りCOX活 性 を抑 制 す る と,COX-2タ
ン パ ク 質 の 発 現 が 増 強 さ れ た り,一 時 的 にPGE2産 生 が 充 進 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 ま た,こ れ ま で
開 発 さ れ て い るCOX-2阻 害 薬 が 濃 度 が 高 く な る とCOX-1活 性 も抑 制 して し ま う こ と が あ り,投 与 量 を コ
ン トロ ー ル し な い と,従 来 のCOX-1/COX-2非 選 択 的 阻 害 薬 と 同 様 な 副 作 用 が 起 こ る 可 能 性 が あ る 。 そ こ
で,cox活 性 を直 接 阻 害 せ ず にpq産 生 を 抑 制 す る 作 用 機 序 を 持 つ よ り選 択 性 の 高 い 新 し い 抗 炎 症 薬 の 開
発 を 目 的 と し て, .ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 培 養 系 に お い てCOX-2タ ン パ ク 質 の 発 現 誘 導 に 基 づ く
PGE、 産 生 を 抑 制 す る 化 合 物 の 探 索 を 行 っ た 。 は じ め に,抗 炎 症 活 性 の あ る 韓 国 産 生 薬Belamcaηda
c血f〃eη5f5の茎 の 抽 出 画 分 に は,PKC活 性 化 薬TPAやCa2+一dependentATPase阻 害 薬thapsigarginに よ るPGE、
産 生 尤 進 を 抑 制 す る 作 用 が あ る こ と を 明 ら か に し,そ の 本 体 がisoflavone骨 格 を 持 つ 二 つ の 化 合 物,
tectorigenin及 び そ の7-0-glucosideのtectoridinで あ る こ と を見 出 し た 。 さ ら に,tectorigenin及 びtectoridinに'
よ るPGE、 産 生 抑 制 作 用 に つ い て 解 析 を行 っ た 結 果,tectorigenin及 びtectoridinに はCOX-!及 び 亡OX-2活 性
を 直 接 抑 制 す る 作 用 は な く,細 胞 膜 リ ン脂 質 か らAAを 遊 離 さ せ るPLA2活 性 に対 し て も抑 制 す る 作 用 は な
炉
か った。 しか し,TPAあ るい はthapsig訂ginに よ り発現誘導 されるCOX-2タ ンパ ク質 をWestemblot法 で検
出 した結果,tectorigenin及 びtectoridinはCOX-2タ ンパ ク質 の発現誘導 を抑 制す る作用が ある ことが明 ら
か になった(第1章)。 一方,東 洋 医学 におい て鎮咳,咽 喉痛 及 び炎症 な どの治療 に用 い られてい る韓国
産生薬 月aり℃odoηgτaηdf170rロmの抽 出画分 か ら単離 されたplatycodinDに もTPA刺 激 によるPGE2産 生充一進
を抑制す る作用 がある ことを明 らか に し,platycodinDに よるPGE2産 生抑 制作用 につ いて解析 を行 った。
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そ の結果,platycodinDに はCOX-1/COX-2活 性及 びPLA、 を直接抑制す る作用 はな く,TPAに よるCOX-2
タンパ ク質の発 現誘導 を抑制 してPGE2産 生 を抑制す る作用が あるこ とを明 らか に した(第1章)。 これ ら
の結果か ら,韓 国産生薬Belamαmdachlneη5fs及 びPla汐codoη8randf丑orロmは その中 に含 まれるtectorigenin,
tectoridin及 びplatycodinDが 炎症局所 においてCOX-2タ ンパ ク質の発現誘導 を抑制す ることによ りPGE、 産
生 を抑制 し,そ れ によって抗 炎症活性 を示す ことが示唆 された。
イギ リスのブー ツ社 はaspirinの 抗 炎症活性 に注 目し,aspirinの 化学修飾 を行 い,aspirinよ り優 れた抗炎
症,鎮 痛,解 熱作用 を持つibuprofenを 合成 開発 した。 リー ド化合物 に化学修飾行 い,よ り優 れた化合物 を
得 るため には,リ ー ド化合物 におい て活性 を発現 する部位 の化学構造 を明 らか にす る ことが重要であ る。
そ こで,韓 国産生薬 の一つであるPロera舶 血ロηbe㎎faηaの花及 び根か ら単離 されたtectorigeninの 各種構造類
似体(isoHavone種)9種 類 についてTPA刺 激 によ り充進す るPGE2産 生 に対す る抑制効 果 について構造活
性相 関を調べ た結果,isoflavoneの5-hydroxyl基,7-hydroxyl基,6-methoxyl基 及 び4'一hydroxyl基 または4'一
methoxyl基 がPGE、 産生抑 制効 果の発現 に重 要である こと,及 び7-hydroxyl基 がglycosylationさ れ て配糖体
に なる とPGE2産 生 抑 制作 用 は低 下す る こ とが明 らか にな った。 また,最 も活 性 の強 いisoflavoneは
tectorigenin及 びirisolidoneで あるこ とが明 らかになった(第2章)。 なお,tectorigenin以 外 のisoHavoneに よ
りPGE、 産生抑制作用 はそれ らの化学構造 の類似性 か ら考 えてtectorigeninと 同様 にCOX-2タ ンパ ク質の発
現誘導 を抑 制するためである と想定 されるが,詳 細 な機序 について は今後検討す る必要があ る。
炎症性 細胞 において細胞外 か らの刺激 を受 け てCOX-2を 発 現誘導す る際 には,、proteintyrosinekinase
(PTK),MAPkinaseあ るいはNF一 κBな どの細胞 内 シグナル伝 達分子が その発現誘導 に深 く関わ ってい る
とされてい るが,ど の ように関与 しているか について は,不 明 な点が多 く残 されている。 また,炎 症性刺
激 に よるCOX-2タ ンパ ク質の発現誘導 はステ ロイ ド性抗 炎症薬dexamethasoneに よ り抑制 され ること,及
研COX-2阻 害薬 には抗炎症作用 が認め られている ことか ら,COX-2は 炎症反応の進展 に大 き く関与 して
お り,そ の発現機構 を明 らか にす ることは新 しい抗炎症薬の開発 において極 めて重要であ る。
Tectorigeninに はCOX-2タ ンパ ク質の合成誘導 を抑制す るζ とに よりPGE2産 生 を抑制す る作用があ るこ
とを明 らか に した(第1章)の で,そ の作用 機序 につい て解 析 を行 った。 その結果,tectrogeninに よる
COX-2タ ンパ ク質の発現抑制作用 はNF一 κBの 活性化 を抑制 してCOX-2mRNAレ ベ ルを低下 させ るこ とに
よって生 じるこ とが示唆 された。 また,tectorigeninに よるNF一 κBの 活性 化 の抑 制 は,p44/42及 びp38
MAPkinase経 路 を介 さず に,何 らかのPTK経 路 を抑制す る ことに よって生 じる ことが示唆 され た(第3章)。
炎症性細胞 は様 々 な刺激 に よってCOX-2タ ンパ ク質 を発現誘導す るが,COX-2タ ンパ ク質の発 現誘導
を抑制す ることによってPGE、 な どの起炎性prostanoidの 産生 を抑 制す る物質は1.COX-2の 選択的 阻害薬 と
同様 に副作用 が少 ない新 しい作用機序 を持 った抗 炎症薬 にな り得 る ことが考 え られた。COX-2タ ンパ ク質
の発現誘導 を抑制 する物質 を探索す る研究 の過程 で,あ る種の2ノーhydroxychalcone誘 導体 にその活性があ
ることを見出 したので,化 学合成 された14種 類 の2ノーhydroxychalcone誘 導体 のPGE2産 生抑制作用 について
調べ,構 造活性相関 を解析 した。そ の結果,4㌔meth・xyl基 あるいは6㌔meth・xyl基 はPGE・ 産生抑制作用 を
発現す るために必 要であ ることが明 らか になった(第4章)。 また,2'一hydroxychalcone誘 導体 の 中で強 い
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PGE、 産 生 抑 制 作 用 を 示 した2'一hydroxy-4'一methoxychalcone,2',4-dihydroxy-4'一methoxychalcone及 び2',4-
dihydroxy-6'一methoxychalconeの 作 用 機 序 を 解 析 し た 結 果,こ れ ら の 化 合 物 はtectorigeninと 同 様 にTPAに よ
りCOX-2タ ンパ ク 質 め 合 成 誘 導 を抑 制 す る こ と に よ りPGE、 産 生 を 抑 制 す る 作 用 が あ る こ と が 明 ら か に な
っ た(第4章)。
韓 国 産 生 薬 に 含 ま れ る 抗 炎 症 活 性 成 分 並 び に 化 学 合 成 さ れ たchalcone誘 導 体 の 中 か らCOX-2タ ン パ ク 質
の 発 現 誘 導 を 抑 制 す る こ と に よ りPGE、 の 産 生 を 強 く抑 制 す る 化 合 物 と して 見 出 さ れ たtectodgenin及 び2'一
hydroxy-4'一methoxy-chalconeな ど の 下 記 の 化 合 物 は,COX-2の 選 択 的 阻 害 薬 と 同 様 に 副 作 用 が 少 な い 新 し























































審 査 結 果 の 要 旨
本 研 究 は,韓 国産生薬 に含 まれる抗炎 症活性 物 質の作 用機序 の解 明 を 目指 し,特 にcyclooxygenase
(COX)一2タ ンパ ク質の発現 を抑制す る機序 について明 らか にす ることによ り,新 しい抗 炎症薬 の開発 に役
立つ理論 を構 築 しようとす る ものである。
まず,抗 炎症薬 と して使用 されてい る韓 国産生薬 の一つであ るBelamcaηdachfηeη5f8の 茎か ら抽 出 した
画分か らtectorigenin及 びtectoridlnを 単離 した。次 いで,こ れ らの化合物 について,炎 症反応の増強因子で
あるprostaglandin(PG)E,の 産生 に対す る作 用 をラッ ト腹腔 マクロフ ァージの培養系 に より解析 し,こ れ ら
の化合物 にはTPAあ るいはthapsigargin刺 激 によって充 進す るPGE、 産生 を抑 制する作用 がある ことを明 ら
か に した。 また,同 じ く抗 炎症薬 と して使用 されてい る韓 国産生薬Plaり ・codoηgr朋dfπo川mか ら単離 され
たplatycodinDに ついて も同様 にPGE、 産生抑 制作用 がある ことを明 らかに した。 さ らに、 これ らの化合物
によるPGE2産 生抑制機序 について解析 した結果,こ れ らの化 合物 にはCOX-1あ るいはCOX-2の 酵素 活性
を直接抑 制する作用及 び細胞膜 リン脂 質か らのア ラキ ドン酸遊離 を抑制す る作用 はな く,COX-2タ ンパ ク
質の合成誘導 を抑制す ることによってPGE、 産生 を抑 制する作用が あるこ とを明 らか にした。
次 に,tectorigenlnに よるPGE、 産生抑制作用 を,他 の植物 か ら単離 された9種 類isonavone誘 導体 の作用
と比較 して構造活性相関 を調 べた結果,isonavonoの6位 のmethoxyl基 及び5位 のhydroxy1基 がPGE,産 生抑
制作用 の発現 に重要である こと,及 び7位 のo-glycosyl基 はPGE2産 生抑制作用 を低 下 させ る作用 がある こ
とを明 らかに した。
次 に・tectorigeninに よるCOX-2タ ンパ ク質 の誘 導抑 制作用機序 について解析 した結果,tectorigeninは
proteintyrosinekinaseの 活性化 を抑制 し,NF一 κBの 核移行 を抑制す ることによ りCOX-2タ ンパ ク質の遺伝
子発現 を抑制す る作用 がある ことを明 らか に した。
最後 に,2'一hydroxychalconeの 各種合成誘 導体 についてマ クロフ ァージの培養系 に よりPGE、 産生抑制効
果 を調べ た結 果,4ノ 位 のmethoxyl基 及 び6'位 のmethoxyl基 がPGE2産 生抑 制効果の発現 に重要 であるこ と
を明 らか に した。 また,2'一hydroxy-4㌔methoxychalconeを 用いて作用機序 を解析 した結 果,そ の化合物 は
tectorigeninと 同様 にCOX-2タ ンパ ク質の合成誘導 を抑制 する ことによ りPGE2産 生 を抑制す る.ことを明 ら
かに した。
本研究 によ り,COX-2タ ンパ ク質 の合成誘導 を抑制す る作用機序 を持つ リー ド化合物が見い出 され,本
研究成果 は新 しい抗炎症薬 を開発 す るため に役立 つ理論 の構築 に貢献す るところが極 めて大 きい と思 われ
る。 よって,本 論文は博士(薬 学)の 学位論文 と して合格 と認 める。
(
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